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Resumen
La propagación masiva de orquídeas, así como la importación y exportación
de flor de corta y planta entera se ha incrementado en los últimos años, lo que
pone en riesgo la producción comercial de material vegetal, si es infectado por uno
o varios virus, que en muchos casos pasan desapercibidos en el intercambio de
material, ya que algunos son asintomáticos, por lo que ha aumentado la dispersión
a nivel mundial.  En Costa Rica se ha realizados pocos trabajos en la identificación
de virus, pero ninguno sobre la limpieza viral mediante la quimioterapia.  El
objetivo de este trabajo fue evaluar la concentración de Ribavirina (antiviral) para
la eliminación del virus del mosaico del Cymbidium (CymMV), en protocormos
(PLBs) de un híbrido comercial de Cattleya.  Por medio de la prueba de ELISA se
comprobó la presencia del CymMV en el híbrido, se probaron tres concentraciones
de Ribavirina 30, 35 y 40 mg/l.  Después de 62 días se evaluó la eficiencia de los
tratamientos, mediante la prueba de RT-PCR, técnica muy sensible para la
detección de bajan concentración de virus. Esta técnica de detección ayudó a
evidenciar la presencia del CymMV y virus del anillado del Odontoglossum
(ORSV), en las muestras analizadas.  El 75% de los explantes tratados con 40
mg/l de Ribavirina resultó negativa para CymMV mediante la detección de RT-
PCR.
Palabras claves: Ribavirina, Virazole, CymMV,  1-_-D-ribofurasosyl-1,2,4-triazole-
3-carboxomide, Orquídea, Cattleya, Brassolaeliocattleya, RT-PCR
1.- INTRODUCCIÓN
La afición al cultivo de orquídeas, se debe a la diversidad en tamaño, forma,
y colores, especialmente de sus flores y también considerada planta ornamental,
lo que ha elevado sus precios, convirtiéndola en un producto de importancia
económica a nivel mundial (Alvarado 2000).
Entre los principales países productores de orquídeas se encuentran: Brasil,
China, Costa Rica, Estados Unidos, Filipinas, Indonesia, Países Bajos y Tailandia.
El aumento de la demanda en los países industrializados ofrece una oportunidad
para el desarrollo de mercados de exportación a otros países en desarrollo (Arias
2002, Procomer 2004).
En el 2004, PROCOMER (Promotora de Comercio Exterior de Costa Rica)
indica que Costa Rica exportó a Canadá, El Salvador, Honduras, México,
Nicaragua y Estados Unidos un total de 25 129 kg. de producto, siendo los
Estados Unidos el principal comparador (Arias 2002, Procomer 2004).
En Costa Rica, como en muchos otros países tropicales, el cultivo y
comercio de especies nativas e introducidas de orquídeas, como plantas de
colección o flor de corta, ha tomado auge en años recientes.  Sin embargo, no se
ha identificado ni determinado la prevalencia de los virus que afectan tanto las
orquídeas nativas como las introducidas ya sea en las plantaciones comerciales,
colecciones o en sus hábitats naturales (Moreira et al. 1999).
Uno de los virus más importantes desde el punto de vista económico y de
prevalencia es el mosaico del Cymbidium ("Cymbidium mosaic potexvirus",
CymMV). Los síntomas foliares inducidos por CymMV van desde el estriado
clorótico a puntos negros o patrones de líneas necróticas con parches hundidos.
No se conoce de vectores naturales para este virus, sin embargo es dispersado a
través de herramientas contaminadas durante la división de plantas, la resiembra y
la corta de flores (Chacón 2002).
En Costa Rica se han publicado tres estudios de virus de orquídeas
(Velasco et al. 1986, Moreira et al. 1999 y Chacón 2002). Se estudiaron híbridos
de Cymbidium, Phaius tankervilleae (especie de hábito terrestre), y orquídeas
nativas cultivadas en invernaderos, en todo los casos las plantas fueron obtenidas
de viveros en el Valle Central, identificando al CymMV como el más
frecuentemente encontrado.
En la actualidad, uno de los métodos más utilizados para detectar virus en
orquídeas, es la técnica de ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”), debido
a la especificidad de sus resultados, costo económico relativamente bajo, rapidez
de las pruebas (Lim et al. 1993, Hu et al. 1994, Seoh et al.1998, Chacón 2002).
En la limpieza de virus es importante disponer de material vegetal por lo
que la primera etapa es el establecimiento in vitro, se utilizan los brotes de
crecimiento rápido que contiene ápices, laterales y apicales, también se puede
utilizar la base de la hoja (Pierik 1990, Kuan y González 1993, Gutiérrez y Chen
1994, Alvarado 2000).
Para la tercera etapa, se aplicará la técnica de quimioterapia a protocormos
regenerados a partir de los explantes que se utilizaron en el establecimiento in
vitro, se utilizó Ribavirina en diferentes dosis 30, 35 y 40 mg/l por periodo de 8
semanas para inactivar el virus de CymMV (Francki 1970, Brunt et al. 1996,
Chacón 2002).
1.1. Justificación del trabajo
Se necesita multiplicar masivamente híbridos comerciales de orquídeas,
libres de virus mediante la propagación in vitro evitando la diseminación de virus, y
reducir el riesgo de perdidas económicas.
1.2. Objetivos
Objetivo General
Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Ribavirina en la
eliminación del virus del mosaico del Cymbidium en Cattleya (Orchidaceae).
Objetivos Específicos
1. Determinar de la presencia de virus del mosaico del Cymbidium (CymMV)
mediante prueba de ELISA en un híbrido comercial de Cattleya.
2. Establecer in vitro de un híbrido comercial de Cattleya que presente el virus
del mosaico del Cymbidium (CymMV).
3. Analizar del efecto de diferentes concentraciones de Ribavirina para la
limpieza viral en protocormos de un híbrido comercial de Cattleya.
4. Determinar la eliminación del virus del mosaico del Cymbidium (CymMV)
mediante el proceso de RT-PCR en un híbrido comercial de Cattleya.
1.3. Hipótesis
El uso de Ribavirina eliminaría la concentración de virus del CymMV
aplicado a un híbrido comercial de Cattleya.
2. REVISIÓN DE LITERATURA
En Costa Rica, como en muchos otros países tropicales, el cultivo y
comercio de especies nativas e introducidas de orquídeas, como plantas de
colección o flor de corta, ha tomado auge en años recientes (Moreira et al. 1999).
Según los datos reportados por la Promotora de Comercio Exterior de
Costa Rica (PROCOMER), las exportaciones de orquídeas de nuestro país han
venido incrementándose desde 1999 a la fecha (Arias 2002, Procomer 2004).
No hay datos exactos sobre las exportaciones desde Costa Rica de plantas
de orquídeas, ya que PROCOMER las contabiliza en conjunto con otro tipo de
plantas bajo la denominación “exportaciones de esquejes e injertos productores de
flores y follajes”.  Para el 2005, las ventas al exterior de este rubro fueron de $16,4
millones, para un crecimiento del 4%.  Diez compañías son las que realizan estas
exportaciones (Cabezas 2006).
En cuanto al destino de las exportaciones, se tiene que los principales
mercados para las orquídeas costarricenses son Estados Unidos, México y
Canadá.  Es importante anotar que la tendencia de las exportaciones a países
como Estados Unidos es muy constante desde 1999.  Tanto en México como en
Canadá, si bien es cierto el volumen exportado no es tan alto como hacia Estados
Unidos, la tendencia es creciente (Arias 2002, PROCOMER 2004, Cabezas 2006).
El mercado para las orquídeas ha ido creciendo.  Las orquídeas
reproducidas artificialmente se comercian en enormes cantidades, constituyendo
probablemente más del 90% del volumen total de orquídeas comercializan
internacionalmente, según datos de la Convención sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES).
Obsequiar una orquídea o lucirla es símbolo de exclusividad y gusto.
Actualmente, es toda una moda que se regalen estas flores en lugares como
Nueva York (Cabezas 2006).
2.1.  Comercialización de orquídeas
Las orquídeas para corta, a diferencia de numerosas plantas productoras
de flores, han probado su cualidad de “no pasar de moda”. En otras especies es
frecuente observar cambios en la preferencia de los mercados, posiblemente por
el menor margen de diversidad que poseen y por la poca plasticidad genética
presente en esas familias.  Ejemplos de modas periódicas de consumo se ha dado
en flores como clavel (Dianthus sp.), crisantemo (Chrisanthemun sp.), gerberas
(Gerbera sp.), girasoles (Helianthus sp.), etc., según sean las caprichosas
corrientes mercantiles.  En orquídeas la preferencia por Cattleya spp., Dendrobium
spp., Vanda spp., Cymbidium spp., y otras, se mantiene constante con ligeras
variaciones.  Este rasgo parece proyectarse a futuro, pues siempre habrá nuevas
variantes de exquisita belleza lanzadas al mercado mundial, sin agotar el potencial
existente en esta familia (Rivera 1998, Cabezas 2006).
En lo relativo a la flor en planta, también la orquídea mantiene una buena
posición a través del tiempo, esto sucede al no tratarse de una “planta de
maquila”, que se ensambla en un vivero y se desecha después de cierto tiempo.
Situación usual en plantas como el geranio (Geranium sp.), fucsias (Fucsia sp.),
chinas (Impatiens sp.), pomas (Chrisanthemun sp.), etc., plantas que por
manipulación cultural o sus propias características, tienen una vida útil corta y no
son capaces de sobrevivir como lo hacen las ornamentales perennes.  Las
especies de orquídeas más comercializadas como plantas con flor, al no ser
desechables, se convierten por lo general en una especie de mascota con una
serie de ventajas sobre las especies animales, entre las cuales se pueden citar la
facilidad y bajo costo de darles mantenimiento, la no contaminación del medio con
excretas y la demanda de poco espacio.  Razones que las hacen llevar mucho de
los requisitos necesarios para convivir con las generaciones del futuro (Rivera
1998).
Las flores cortadas más importantes tanto en la producción como en su uso
en diversas partes del mundo son los claveles, las rosas de invernaderos, los
crisantemos, los lirios, las gerberas, los gladiolos y las orquídeas.  Éstas últimas
son generalmente de los géneros Cattleya, Cymbidium, Dendrobium y
Paphiopedilium, aunque las orquídeas ‘araña’ (Aeres, Aerides, Oncidium y
Renanthera) son exportadas en constante aumento desde Malasia y Tailandia
(Salinger 1991, citado por Arias 2002).
2.2. Importancia de las técnicas de cultivo de tejidos en la reproducción de
las orquídeas libres de virus
La aplicación de técnicas de cultivo de tejidos para la multiplicación clonal
de plantas seleccionadas fue originalmente desarrollada para el género
Cymbidium.  Se inició con Morel en 1960, quien cultivó los meristemos apicales de
Cymbidium para obtener plantas libres de virus y observó que a partir de un
explante inicial era posible obtener cientos de plantas idénticas a la planta madre
(clones) y en poco tiempo.  El clonado de orquídeas a partir de meristemo se
convirtió de esa forma en la primera aplicación comercial de la propagación
vegetativa in vitro (Pierik, 1990, Gutiérrez y Chen 1994, Rivera 1998).
Esta investigación fue de gran utilidad para la propagación clonal de las
orquídeas, más tarde se utilizó también en Cattleya y en muchos géneros más.
Hoy en día es una de las técnicas más utilizada a gran escala, para la obtención
de plantas libres de virus, reproducción de híbridos valiosos y mejoramiento de la
calidad comercial de las orquídeas (Gutiérrez y Chen 1994, Rivera 1998).
Lawson y Hsu (1995), citados por Chacón (2002), proponen que el
desarrollo de las técnicas de micropropagación de mericlones (clones
meristemáticos) y el cultivo in vitro de semillas redujeron considerablemente el
precio de las orquídeas, contribuyendo a la popularización de su cultivo.  La
intensidad de la producción ha favorecido el intercambio de plantas, muchas veces
sin los debidos cuidados, con el consiguiente aumento de los virus que las
afectan, los cuales en muchas ocasiones no desarrollan síntomas visibles.
En la propagación vegetativa por medio del cultivo de meristemo, se forman
cuerpos protocórmicos (PLBs –protocorm-like bodies), lo que significa que el ápice
del vástago de una planta adulta se rejuvenece (pasa de la fase adulta a la juvenil)
ya que los protocormos obtenidos por germinación de semillas tienen muchas
semejanzas con los producidos a partir de ápices aislados del vástago, se ha
introducido el término de cuerpo protocórmico, cuando se clonan orquídeas por
cultivo de meristemos (Lim et al. 1993, Pierik 1990).
La micropropagación de las orquídeas in vitro puede darse en forma
vegetativa (clones) o por semilla (Gutiérrez y Chen 1994).
2.3. Propagación sexual de las orquídeas
Las semillas de las orquídeas son extremadamente pequeñas y están
constituidas básicamente por un embrión indiferenciado y esférico rodeado por un
grupo de células (isodiamétricas y escasamente diferenciadas) cubiertas por una
testa que las protege (Pierik 1990).
Los primeros intentos de geminación de semillas de orquídeas fueron
realizados en Europa por Moore (1849) al sembrarlas en compost o sustratos que
habían sido utilizados para cultivar plantas adultas, práctica que fue adoptada por
los cultivadores comerciales de su época (Pierik 1990).
Posteriormente Noel Bernard (1909) realizó una serie de experimentos que
le permitieron explicar el rol del hongo micorrítico en la germinación de semillas de
orquídeas, demostrando la importancia de esta asociación simbiótica y
germinando exitosamente distintas especies e híbridos de orquídeas terrestres y
epífitas (Pierik 1990).
Las investigaciones de Bernard (1909) sugirieron a Lewis Knudson (1922)
que la germinación de las semillas de las orquídeas podían germinar sin la
necesidad de su asociación con el hongo micorrítico siempre que se asegurará
que el embrión recibiera los nutrientes indispensables para su desarrollo.  Por ello
entre 1918 y 1957 Knudson, realizó un conjunto de experimentos que le
permitieron desarrollar una metodología para la germinación asimbiótica de
semillas de orquídeas (Pierik 1990, León 1995).
Por varias razones este descubrimiento fue uno de los más importantes
eventos para la ciencia de las orquídeas hasta nuestros días.  Las tasas de
germinación se incrementaron exponencialmente y se volvieron más predecibles;
en consecuencia la cantidad de híbridos y plantas de orquídeas en circulación
aumentó súbitamente, disminuyendo los precios y reduciéndose la importación de
plantas de los trópicos.  Finalmente, esta metodología es el más práctico
procedimiento para la preservación de cultivares deseables y de especies de
orquídeas en proceso de extinción (Pierik 1990, Kuan y González 1993).
Las orquídeas son especies heterocigotas y las plantas obtenidas por
semilla son genéticamente muy variables y de desarrollo muy lento (Gutiérrez y
Chen 1994).
2.4. Propagación clonal in vitro de las orquídeas
A partir de los resultados de Morel (1960), se logró obtener ápices de los
cuales se obtuvieron unos cuerpos protocórmicos (PLBs) que eran
extremadamente parecidos a los que se forman después de la germinación de la
semilla.  A veces este protocormo se divide de forma espontánea, pero
generalmente esto se consigue cortando el protocormo en porciones, de esta
forma Morel produjo millares de plantas en un año, a partir del único ápice del
vástago (un meristemo con algunos primordios foliares).  El clonado de orquídeas
por cultivo de meristemos se convirtió así en la primera aplicación comercial de la
propagación vegetativa in vitro.  Este método, que originalmente se desarrolló para
Cymbidium, se modifico más tarde, y se utilizó para Cattleya y otros géneros de
orquídeas.  El “meri-clonado de orquídeas” (propagación vegetativa por cultivo de
meristemos), se realiza ahora a gran escala, en el mundo entero (Pierik 1990).
La propagación vegetativa de orquídeas, por cultivo de meristemos, se
puede dividir en tres fases: transformación del meristemo en un cuerpo
protocórmatico o tipo protocormo, la propagación de los protocormos,
dividiéndolos en fragmentos, y la conversión de estos protocormos en vástagos
con raíces (Pierik 1990, Gutiérrez y Chen 1994).
2.5. Virus en orquídeas
El trasiego internacional de plantas y las infecciones asintomáticas han
generado la dispersión alrededor del mundo, permitiendo el desarrollo de
investigaciones para determinar cuáles virus afectan a las orquídeas en el país,  y
no todos los productores y coleccionistas privados reconocen la importancia de
determinar si estos patógenos se encuentran en sus colecciones, para poder
limpiarlas de ellos.  Por otra parte el sistema de protección fitosanitaria del país
debe conocer este tipo de información para que las importaciones y exportaciones
se efectúen de acuerdo con las políticas de transparencia internacional y
protección mutua (Pierik 1990, Seoh et al. 1998, Chacón 2002).
Los virus que infectan a las orquídeas pertenecen a grupos taxonómicos
muy distintos, sin embargo presentan algunas características biológicas y físicas
que permiten distinguirlos (Francki 1970, Brunt et al. 1996, Chacón 2002).
El primer caso documentado (Schelpe 1983, citado por Chacón 2002) de
una orquídea infectada por virus data de 1900, cuando el padre de la
orquideología moderna, Lucien Linden, público un dibujo de Cattleya labiata, que
presentaba jaspeados en las flores, común en plantas infectas por Odontoglossum
ringspot tobamovirus (ORSV).  Llamó a esta especie C. labiata var. alfrediana.
Aunque Linden creyó encontrar una nueva variedad, o más probable es que se
tratara de una planta enferma, debido a que el síntoma que presentaba era muy
similar a los jaspeados en tulipanes, que ya se conocían como una enfermedad
viral importante en esa época.
Se considera, que los virus se encontraban en orquídeas silvestres, mucho
antes de que el ser humano las cultivara (Kado 1964, Zettler et al. 1990, citados
por Chacón 2002).  Es posible que en algunos casos, las infecciones provinieran
de otras especies portadoras o enfermas, que tuvieron contacto con las orquídeas
en su hábitat natural o en cultivos.  Sin embargo, son pocos los estudios
publicados de virus en orquídeas silvestres.  En algunas investigaciones
realizadas en Florida, Ecuador, Puerto Rico y Florida (Elliot et al. 1996), y en
Polinesia Francesa (Wisler et al. 1987), los autores no han podido detectar virus
en poblaciones naturales.
Los dos virus más conocidos y de distribución cosmopolita son el
Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV) y el Odontoglossum ringspot tobamovirus
(ORSV). Más de 50 virus han sido identificados en estas especies de los cuales
ORSV y CymMV son los de mayor prevalencia e importancia en el mundo (Lim et
al. 1993, Seoh et al. 1998, Labrín et al. 2005).  Aparte de éstos, se conocen al
menos 28 virus más que pueden infectar orquídeas, de los cuales se cuenta con
poca información, en especial sobre sintomatología y ámbito de hospederos en la
familia Orchidaceae y en otras familias de plantas.  En muchos casos, la presencia
de algunas especies de virus en orquídeas, ha sido comunicada una sola vez, por
lo que no se conoce su procedencia, ni sus vectores; o si pueden infectar otras
especies de orquídeas distintas a la especie en que se determinó.  Incluso, en
algunos de estos casos, el cuerpo vegetativo, las flores o ambas partes de la
planta se observaron asintomáticos.  También es probable que haya aún virus sin
determinar (Zettler et al. 1990; Lawson y Brannigan 1986 citados por Lim et al.
1993; Ortiz 2002; Geraci 1996, Lawson 1995, Lawson y Hsu 1995 citados por
Chacón 2002)
2.5.1. Virus del mosaico del Cymbidium (CymMV)
El mosaico del Cymbidium (Cymbidium mosaic virus – CymMV), pertenece
al género de los Potyvirus y éste a la familia de los Flexiviridae.  Los Potyvirus
están formados por al menos 53 especies y serotipos de acuerdo con el Comité
Internacional de Taxonomía Viral.
El CymMV y el anillado del Odontoglossum (Odontoglossum ringspot
tobamovirus - ORSV), son los dos virus más conocidos y distribución a nivel
mundial.  De acuerdo a Zettler et al. (1990), Hsu et al. (1992), Seoh et al. (1998),
Moreira et al. (1999), el CymMV fue descrito en 1943, por primera vez en
Australia, por Magee, quien lo atribuyó a una etiología viral.
La literatura informa que el CymMV, afecta a los géneros e híbridos de
orquídeas que son cultivadas comercialmente y se reporta su infección en
Cattleya, Cymbidium, Dendrobium, Epidendrum, Oncidium, Phalaenopsis, Phaius,
Vanda, Vanilla (Rivera 1998, Moreira et al. 1999, Leclercq et al. 2001).
En la mayoría de casos se presenta una infección mixta, entre el mosaico
del Cymbidium (CymMV) y el anillado del Odontoglossum (ORS), lo cual agrava
los síntomas (Zettler et al. 1990, Hsu et al. 1992, Hu et al. 1993, Hu et al. 1994,
Tanaka et al. 1997, Moreira et al. 1999, Lawson 1995 citado por Chacón 2002).
2.5.2. Síntomas que produce las infecciones del virus del mosaico del
Cymbidium (CymMV)
Los síntomas varían en intensidad y forma entre géneros o especies de
orquídeas, o dependiendo de las condiciones ambientales y edad del tejido
enfermo (Jensen 1951, Jensen y Gold 1955, Murakishi 1958, Kado y Jensen 1964,
Corbett 1967, Cybularz et al. 1967, citados por Chacón 2002).
Los síntomas foliares del CymMV pueden producir estrías cloróticas
(amarillas) o necróticas y seguir patrones lineales, a veces son hundidas y pueden
aparecer formando anillos; forman puntos o pequeñas manchas oscuras y
hundidas en anillos, mosaicos son áreas o estrías donde se alternan diferentes
tonos de amarillo y verde con bordes definidos; o moteados son áreas con tonos
similares al mosaico pero formando parches de bordes indefinidos.  La infección
mixta de CymMV y ORSV, producen manchas cloróticas o ambas en las hojas en
especies e híbridos de Cattleya y Laeliocattleya (Zettler et al. 1990, Toussaint et
al. 1993, Hu et al. 1994, Brunt et al. 1996, Rivera 1998; Jensen 1951, Jensen y
Gold 1955, Murakishi 1958, Kado y Jensen 1964, Corbett 1967, Cybularz et al.
1997 citados por Chacón 2002).
En las flores puede presentarse necrosis de pétalos y sépalos antes de la
apertura de los botones o varios días después.  Por lo general el daño se inicia
con la aparición de estrías claras o cafés a lo largo de las venas principales de los
sépalos y pétalos, luego se tornan más oscuras hasta necrosar áreas mayores o
bien cubren toda la flor.  En algunas especies puede manifestarse como un
corrugado de color claro y cuando la flor envejece se expresa la necrosis, la doble
infección de CymMV y ORSV, pueden producir manchas necróticas, que producen
mala calidad de la flor en Cattleya, lo que afecta tanto a la producción comercial,
como a los coleccionistas (Zettler et al. 1990; Hsu et al. 1992; Hu et al. 1993;
Toussaint et al. 1993; Lawson y Brannigan 1986, Pearson y Cole 1986 citados por
Lim et al. 1993; Hu et al. 1994; Brunt et al. 1996; Tanaka et al. 1997; Rivera 1998;
Moreira et al. 1999; Lawson 1995, citado por Chacón 2002; Labrín et al. 2005).
La ausencia de síntomas evidentes no es garantía de sanidad pues un
porcentaje considerable de plantas infectadas son asintomáticas por algún tiempo
(Zettler et al. 1990, Hsu et al. 1993, Rivera 1998, Moreira et al. 1999).
Frecuentemente las infecciones virales reducen el vigor de la planta y
alteran la floración, disminuyen el tamaño y la calidad de la flor, lo que afecta el
valor de exhibición o comercial de las plantas (Moreira et al. 1999).  Además,
estas infecciones impiden el libre tránsito de orquídeas en el mundo, por no
cumplir con las especificaciones de los programas de certificación sanitaria.  Sin
embargo, no es raro detectar plantas infectadas asintomáticas, lo que ha
favorecido la dispersión a nivel mundial de éstos y otros virus por el tráfico sin
control de plantas enfermas asintomáticas, con fines de colección o mejoramiento
(Zettler et al. 1990, Toussaint et al. 1993, Moreira et al. 1999).
2.5.3. Transmisión del virus del mosaico del Cymbidium (CymMV)
El CymMV es el virus de mayor relevancia en las orquídeas, no se le
conocen artrópodos vectores (insectos) que permitan la transmisión del virus
(Francki 1970, Zettler et al. 1990, Hsu et al. 1992, Hu et al. 1994, Brunt et al. 1996,
Rivera 1998, Moreira et al. 1999, Zettler 1987 citado por Chacón 2002).
Los virus de las orquídeas se transmiten por medio de la propagación
vegetativa, división de plantas, resiembra y la corta de flores, permitiendo la
transmisión mecánica y por contacto entre plantas al igual que los otros virus, el
virus se encuentra principalmente en las hojas, en el citoplasma de las células,
donde forma inclusiones como cuerpos bandeados que contienen a los viriones
(Zettler et al. 1990; Hu et al. 1994; Brunt et al. 1996; Zettler et al. 1987, Cho et al.
1989, Lawson 1995 citados por Chacón 2002).
La transmisión por semilla no ha sido comunicada, a excepción de un caso
de CymMV, en el que la contaminación de la semilla con tejido materno (placenta)
durante su transplante a medios de germinación, puedo ser la causa de la
infección (Yuen et al. 1979, Porter et al. 1996, citados por Chacón 2002)
Debido a la forma en que se transmiten los virus hacia los cultivos
establecidos, lo más recomendable es controlar los vectores potenciales, como
áfidos o “trips”, eliminar las plantas enfermas, flamear las herramientas de corte
con alcohol 95%, o esterilizarlas con una solución al 1% de hidróxido de sodio
(NaOH 1%), el CymMV, se inactiva entre los 60 y 70 ºC, y puede permanecer
infectivo hasta 25 días fuera de la planta hospedera (Zettler et al. 1990, Hu et al.
1994, Brunt et al. 1996, Lawson 1995 citado por Chacón 2002).
2.5.4. Virus del mosaico del Cymbidium (CymMV) en Costa Rica
En Costa Rica se le ha encontrado en los géneros Cattleya, Cymbidium,
Phaius, Encyclia, Epidendrum y otras (Velasco et al. 1986, Rivera 1998, Moreira et
al. 1999).
En el país, como muchos otros países tropicales, el cultivo y comercio de
especies nativas e introducidas de orquídeas, como plantas de colección o flor de
corta, ha tomado auge en años recientes.  Sin embargo, no se ha identificado ni
determinado la prevalencia de los virus que afectan tanto las orquídeas nativas
como las introducidas ya sea en las plantaciones comerciales, colecciones o en
sus hábitats naturales (Moreira et al. 1999).
En Costa Rica se han publicado dos estudios de virus de orquídeas.  En el
primero se evaluaron híbridos de Cymbidium, en los cuales encontraron CymMV y
ORSV (Velasco et al. 1986).  En el segundo se encontró CymMV en Phaius
tankervilleae, una especie de hábito terrestre (Moreira et al. 1999).  En ambos
casos las plantas fueron obtenidas de viveros e invernaderos en el Valle Central
(Chacón 2002).
De acuerdo a Chacón (2002) el CymMV y ORSV, es el virus más
frecuentemente encontrado en la investigación realizada en diferentes viveros del
Valle Central, lo cual coincide con lo informado por otros estudios a nivel mundial,
debido a su amplia distribución geográfica como por sus efectos en las orquídeas
(Zettler et al. 1990, Seoh et al. 1998).
2.5.5. Detección de virus del mosaico del Cymbidium (CymMV)
Como ya se mencionó, los síntomas varían de una especie a otra, hay
infecciones mixtas, e incluso infecciones asintomáticas.  Además, algunas
enfermedades fúngicas y bacterianas provocan síntomas similares, lo cual
complica el diagnóstico a simple vista.  Por tanto, la detección visual de síntomas
no siempre es acertada o recomendable, por lo que se han desarrollado métodos
más seguros y específicos.  La detección pronta y segura de plantas infectadas,
así como la eliminación de los vectores (cuando éstos se conocen), son prácticas
imprescindibles para todos los cultivadores, a fin de evitar la diseminación de los
virus (Chacón 2002).
Algunos métodos utilizados en la detección del virus (CymMV) son:
Bioensayo (Brunt et al. 1996; Calle y Ariel 2001; Hollings et al. 1977, Lawson
1995, Lawson y Hsu 1995, citados por Chacón 2002; Labrín et al. 2005),
Microscopia Electrónica (Hsu et al. 1992, Velasco et al. 1986, Moreira et al. 1999;
Lawson y Hsu 1995 citado por Chacón 2002, Labrín et al. 2005), Microscopía de
Luz (Chistie y Edwardson 1978 citado por Chacón 2002), Microscopía confocal del
rastreo láser (Christie y Edwardson 1978, Wong 1995 citados por Chacón 2002).
Dentro los métodos de detección se encuentran los serológicos que poseen
características que limitan su empleo cuando se dan determinadas condiciones.
Los de más amplia aceptación son los de difusión en agar, de microprecipitación,
de floculación de látex sensibilizado, y los inmunoenzimáticos (ELISA) (Nome
1991).
Técnica de ELISA: La prueba inmunoenzimática ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) es de gran sensibilidad y permite detectar cantidades
pequeñas de antígeno, o de anticuerpos específicos contra las proteínas de las
cubiertas virales.  Además, permite el análisis simultáneo de un gran número de
muestras.  Fue desarrollada en 1971 para emplearla en medicina y adaptada en
1977 a la patología vegetal, en especial para la detección de virus en plantas
(Nome 1991, Seoh et al. 1998, Webster et al. 2004).
El ELISA es un método cuantitativo, técnicamente todas las muestras que
den una coloración más intensa que el control negativo debieran ser positivas; sin
embargo, se considera también que hay variación en los valores de absorbancia
de los controles negativos, y por ello se han hecho varias sugerencias para
establecer el límite entre negativo y positivo (Nome 1991).
En la actualidad, uno de los métodos más utilizados para detectar virus en
orquídeas, es la técnica de ELISA, debido a la especificidad de sus resultados,
costo económico relativamente bajo, rapidez de las pruebas y a que permite
analizar muchas muestras simultáneamente (Hu et al. 1993; Seoh et al. 1998;
Robertson 1992, Lawson 1995, Geraci 1996 citados por Chacón 2002; Webster et
al. 2004; Labrín et al. 2005).  En Estados Unidos, varias compañías venden
servicios de evaluación de orquídeas para CymMV y ORSV, y son recomendadas
aquellas que utilizan el método de ELISA, por la certeza de los resultados
(Robertson 1992, citado por Chacón 2002).  Sin embargo, se considera que la
interpretación de los datos obtenidos por ELISA no siempre es fácil.  Se debe
determinar el umbral de exclusión entre plantas positivas y negativas, por lo que
se requiere de experiencia en el manejo de la técnica y el conocimiento del virus
en estudio (Sutula et al. 1986, citado por Chacón 2002).
Dentro de los métodos inmunológicos: se encuentran El Ensayo rápido de
papel inmunofiltro (rapad immunofilter paper assay - RIPA), Inmuno-ensayo de
manchas de tejido (tissue-blot immunoassay - TBIA), Inmuno-ensayo de manchas
de punto (dot blot immunoassay - DBIA) (Hsu et al. 1992, Tanaka et al. 1997).
Para CymMV y ORSV se han utilizado varias técnicas moleculares, entre
ellas: Sondas de ADN marcadas con Digoxigenina® o radiactividad (Hu y Wong
1998 citado por Chacón 2002).  En algunos casos de CymMV y ORSV se cuenta
con imprimadores específicos para realizar el diagnóstico, empleando la técnica
de IC-RT-PCR (reacción en cadena de la polimerasa con inmunocapatura y
transcripción reversa) (Lim et al. 1993, Barry et al. 1996, Seoh et al. 1998, Eun y
Wong 2000).
Lim et al. (1993) utilizaron técnica de ELISA indirecta para determinar la
presencia de CymMV y ORSV, en Mokara Char Kuan ‘Pink’.
Clark y Adams (1997) citados por Moreira et al. (1999), reportaron la
identificación del virus CymMV, mediante la prueba de ELISA de “doble sándwich”.
Otros métodos de detección de virus son las técnicas moleculares:
La técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction - Reacción en Cadena de la
Polimerasa), es un procedimiento analítico de detección de patógenos a través de
la amplificación de fragmentos de ADN o ARN presentes en una muestra hasta
niveles detectables, mediante la repetición de ciclos en un equipo llamado
termociclador.  En cada uno de estos ciclos se duplica a una sección determinada
(siempre la misma) del ADN total (Webster et al. 2004).
La combinación del PCR con otras técnicas moleculares (AFLP, RFLP,
RAPD), incrementa su sensibilidad en el diagnóstico y detección de la variabilidad
genética de fitopatógenos (Eun y Wong 2000, Webster et al. 2004).
Para la detección de virus y viroides se debe realizar una transcripción
reversa (RT) del ARN a ADNc, antes de ser amplificado.  La RT-PCR (Reverse
Transcription-Polimerase Chain Reaction; Transcripción Reversa – Reacción en
Cadena de la Polimerasa) permite la amplificación de una cantidad pequeña de
moléculas de ARN (usualmente es de una sola hebra y es sensible al calor) con
gran especificidad, mediante la transcripción reversa (RT) del ARN a ADNc (ADN
complementario), que es estable al calor y puede ser amplificado por la
metodología de PCR (Ryu et al. 1995; Don et al. 1991, Roux 1995 citados por
Seoh et al. 1998; Eun y Wong 2000, Webster et al. 2004).
En cada examen de PCR se realiza una reacción de amplificación del ADN
del virus (o del ADN obtenido a partir del ARN) mediante una enzima polimerasa
que hace múltiples copias de este ADN detectándose mediante electroforesis en
geles de agar (Webster et al. 2004).
Mediante PCR ha sido posible detectar el virus del CymMV de acuerdo a
Lim et al. 1993, Barry et al. 1996; Ryu y Park 1995 citados por Seoh et al. 1998.
Sin embargo el uso de la técnica de RT-PCR utilizada por Seoh et al. (1998)
permitió la detección del virus del CymMV y el ORSV simultáneamente (Eun y
Wong 2000, Webster et al. 2004).
2.5.6. Limpieza viral
Desde 1960 cuando Morel tuvo éxito en la eliminación de CymMV en
Cymbidium utilizando la técnica de cultivo de meristemos, ha sido ampliamente
utilizada en horticultura y la agricultura para la eliminación del virus (Mori 1977,
Mulin et al. 1974, Gama 1988, Kudell y Buchenauer 1989, citados por Lim et al.
1993).  A veces, se utiliza conjuntamente con termoterapia (Watkins et al. 1990,
Stein et al. 1991, citados por Lim et al. 1993).  Sin embargo, es imposible eliminar
CymMV y ORSV por termoterapia solamente (Jensen 1951, Stone 1982, citados
por Lim et al. 1993).  Un método alternativo es el uso de la quimioterapia (Streeter
et al. 1973, Dawson 1984, Pierik 1990, Sidwell et al. 1972, citado por Lim et al.
1993).
Técnicas nuevas o modificaciones a las existentes permiten una producción
de plantas más eficiente, permitiendo complementarse con el mejoramiento
genético de las orquídeas, ya sea por métodos tradicionales o de ingeniería
genética (Rivera 1998).
La biotecnología ha hecho importantes aportes para el manejo de las
enfermedades virosas, especialmente en las últimas décadas.  En ellas se ha
perfeccionado técnicas de cultivo in vitro y manipulación genética, tendientes a
combatir los virus en muchos cultivos, incluyendo las orquídeas.
2.5.6.1. Cultivo de meristemos
Los ápices provistos de algunos primordios producen protocormos con
rizoides, los cuales tienen la capacidad de producir nuevos protocormos, que
rápidamente evoluciona hacia tallos con hojas o pueden fragmentarse y
multiplicarse.  Morel en 1974 logró la producción y multiplicación de protocormos
en diversas orquidaceas especialmente en: Cattleya, Phalaenopsis, Phaius,
Miltonia, Odontoglossum, Odontioda, Ophrysvanda.  Algunos géneros presentan
dificultad para reproducirse mediante el cultivo de meristemos, por lo cual se
utilizan otros órganos para su propagación (Moreira et al. 1999, Rivera 1998).
Se puede decir que todas las orquídeas poseen la capacidad de formar
protocormos adventicios aunque existen diferencias entre especies, la formación
se ha observado a partir de diferentes órganos como lo es de la base de la hoja,
raíces jóvenes, inflorescencias y brotes jóvenes de donde se pueden obtener
yemas apicales y axilares (Pierik 1990, Kuan y González 1993, Rivera 1998).
En el cultivo de meristemos de Cattleya se produce muy rápidamente una
coloración marrón (oxidación) en los tejidos lesionados; por esta razón se
recomienda frecuentemente cortar el meristemo en líquido y cultivarlo después en
un medio líquido, en el cual la coloración marrón difunde con más facilidad (Pierik
1990).
El aislamiento de meristemos generalmente tiene lugar en medios semi-
sólidos, con la excepción de Catt leya ; la propagación de protocormos
generalmente tienen lugar en medios líquidos, y en el crecimiento de protocormos
hasta plántulas, nuevamente en medios semi-sólidos.  La composición de los
medios, en tres etapas diferentes de la propagación de las orquídeas es
frecuentemente diferente.  Resulta llamativo el hecho de que los protocormos
generalmente no se transforman en plántulas en un medio líquido (Pierik 1990).
En el caso de Cattleya generalmente se aísla una yema completa (3-5 mm)
con muchos primordios foliares.  El medio que se utiliza para Cattleya es más
complicado que el que se usa para Cymbidium, añadiéndosele a veces auxinas,
citoquininas, agua de coco y peptona.  La formación de protocormos en Cattleya
necesita bastante tiempo y generalmente empieza la regeneración en las bases de
las hojas más viejas; aquí el meristemo apical no juega de hecho ningún papel y al
final se pierde.  Los primordios foliares de Cattleya aislados responden también de
forma positiva formando protocormos (Pierik 1990, Kuan y González 1993).
En 1994, Gutiérrez y Chen presentaron una metodología para la
propagación clonal in vitro de Cattleya utilizando meristemos apicales y laterales.
Las cattleyas utilizadas fueron híbridos de Laeliocattleya (Lc).  La aplicación de
está técnica permite la obtención de plantas libres de virus, producción de híbridos
y mejoramiento de la calidad comercial de las plantas, permitiendo así lograr una
alta reproducción de plantas con las mismas características que las plantas
madres, en un lapso de tiempo no superior a un año.
Los propagadores comerciales tienen estandarizado el método de
mantenimiento de un lote comercial de material madre in vitro, en donde, además
de tener la ventaja de mantener este material, se considera el gran número que se
puede mantener en un espacio reducido con las condiciones ambientales
requeridas y la calidad y sanidad deseables.  Esto es debido al potencial
morfogenético que tienen los meristemos en la producción de brotes (Pierik 1990).
Actualmente la alternativa de más éxito es el cultivo de meristemos
apicales, frecuentemente combinado con quimioterapia o termoterapia que es la
aplicación de tratamientos de calor.  Cuando estos métodos son usados, las
plantas no sólo son liberadas del virus, sino también de hongos y otros patógenos
(Pierik 1990).
El cultivo de meristemos ha permitido obtener plantas libres de algunos
virus y en otros casos reducir considerablemente la incidencia en clones obtenidos
por este método a partir de plantas con CymMV (Lim et al. 1993, Toussaint et al.
1993, Rivera 1998, Conci 2004).
Este virus puede eliminarse por el cultivo de meristemos, pero existen
evidencias de que el método no es 100% seguro (Rivera 1998, Toussaint et al.
1993, Conci 2004).
2.5.6.2. Ingeniería genética
Los alcances del cultivo de meristemos no se ha quedado ahí, algunos
especialistas han trabajado tratando de lograr plantas inmunes a virus mediante
ingeniería genética.  Lo que se pretende lograr es introducir el gen del virus que
determina la formación de las cápsulas proteicas dentro del genoma de la planta.
Con esto la planta transformada no sufre alteración alguna, toda vez que la parte
proteica del virus es inocua y evita la multiplicación del patógeno cuando éste es
introducido dentro de las células.  La producción de plantas transgénicas ha tenido
éxito en otros cultivos, pero aún no se ha logrado en orquídeas, lo cual no significa
que es poco tiempo no puedan existir en el mercado de clones resistentes a
CymMV y otros, obtenidos por esta vía (Rivera 1998).
Aparte de los métodos señalados, existen otros más tradicionales y
antiguos que no dejan de ser eficientes, como la incorporación de resistencia
genética o la protección cruzada (Rivera 1998).
Incorporación de resistencia genética:
Se buscan plantas con la capacidad de tolerar o resistir el virus y luego por
cruzas y retrocruzas se fija esa característica en una planta para, finalmente,
obtener un clon comercial (Rivera 1998).
Protección cruzada
Se emplean variantes poco agresivas del agente causal obtenido de la
naturaleza o producidas mediante el uso de agentes mutagénicos.  Estos tipos de
virus se inoculan a la planta sana, estableciéndose en ella sin causarle daños de
importancia, lo cual impide la infección posterior por las formas más agresivas del
mismo virus.  Esto ocurre debido a la supresión producida por la cubierta proteica
del primer virus inoculado, sobre nuevas infecciones con variantes más
patogénicas (Rivera 1998).
2.5.6.3. Termoterapia
La hipótesis de la inactivación de los virus por efecto de altas temperaturas,
se basa en que, la síntesis de los virus y su degradación ocurren
simultáneamente, y que las altas temperaturas cambian el balance de la síntesis
hacia la degradación del virus, resultando una eventual erradicación.  La síntesis
del virus se detiene por las altas temperaturas, ya que el ARN viral compite
desventajosamente con el ARNm del huésped por un limitado número de
ribosomas “disponibles” para la síntesis de sus respectivas proteínas; en el interior
de la planta es un proceso continuo el cual es alterado por efectos de cambios de
temperatura, la que al ser alta conduce a la descomposición de la proteína viral,
por lo que las altas temperaturas dañan a la planta, liberando sustancias como los
fenoles, los cuales interfieren en la síntesis de los virus (Villalobos 1979).
El tratamiento por calor ha sido eficiente contra virus y micoplasmas que se
encuentran en frutales, caña de azúcar y mandioca, mediante la utilización de
yemas axilares, después de haber crecido durante 20-40 días a una temperatura
constante o alternante de 37-38 ºC, se obtuvieron yemas potencialmente libre de
virus.  En el cultivo de vides se logró obtener plantas libres de virus, tratando los
vástagos (no los meristemos), in vitro, durante 21 días a 35 ºC, las plantas in vivo
no podrían tolerar estas condiciones.  Se ha demostrado que el virus del mosaico
del pepino puede ser eliminado, por calor, de ápices del vástago de Stellaria
media, cultivados in vitro (Pierik 1990).
Para aumentar las posibilidades de obtener plantas libre de virus y bacterias
en los casos difíciles (en caso de la presencia de varios virus), se aplica
frecuentemente un tratamiento con calor, al principio el cultivo de meristemos,
disminuyendo la concentración de virus aumentando la zona libre de virus.  La
duración del tratamiento por calor (35-38 ºC) es de 5 a 10 semanas.  Este
procedimiento ha sido utilizado con éxito en papa, crisantemo, manzano, clavel
(Dianthus caryphyllus), uvas (Vitis vinifera), árboles frutales (rosaceae), ciruelo
(Prunus salicina), fríjol (Phaseolus vulgaris) y fresa (Villalobos 1979, Pierik 1990,
Grum et al. 1998, Leonhardt et al. 1998, Knapp et al. 1998, Grasseau et al. 1999).
El punto de inactivación para el CymMV, es de 60–70 ºC durante 10
minutos, e incluso puede permanecer activo durante 25 días a temperatura
ambiente (Francki 1970, Brunt et al. 1996, Chacón 2002).
La termoterapia por si sola no resuelve el problema en la limpieza de virus,
ya que en primer término se requiere que la planta tenga mayor tolerancia a las
altas temperaturas que la partícula viral, no obstante se debe tener claro la
habilidad de los virus para infectar y multiplicarse en plantas a 36 ºC, ya que no
esta correlacionada con el punto de inactivación térmica, por ejemplo algunos
virus de la papa tienen este punto a 80 ºC pero no pueden infectar plantas a 36 ºC
(Villalobos 1979).
Algunos virus son más estables que otros, y esto causa diversos problemas
en su erradicación, por lo que necesitan periodos más largos para unos y más
cortos para otros, con diferentes tratamientos.  Algunas especies son dañadas por
las altas temperaturas continuas, por lo que se recomienda una alternancia de
temperaturas altas (35-54 ºC) y bajas (5-15 ºC), disminuyéndose así los daños
causados en los tejidos de las plantas (Villalobos 1979, Pierik 1990).
2.5.6.4. Quimioterapia
La eliminación de virus en orquídeas inicio en 1960 cuando Morel tuvo éxito
en la eliminación del CymMV mediante el aislamiento de meristemos en
Cymbidium, este procedimiento ayudó a controlar y prevenir las pérdidas de
material contaminado, sustituyendo las plantas infectadas por plantas libres del
virus.  Este método se ha utilizado en la eliminación de otros virus conjuntamente
con termoterapia (Watkins et al. 1990 citado por Lim et al. 1993), sin embargo ha
sido imposible eliminar el CymMV y el ORSV solamente con termoterapia (Jensen
y Stone 1982 citados por Lim et al. 1993).  Un método alternativo es el uso de
quimioterapia.
El uso de productos químicos antivirales tiene un enorme potencial en la
agricultura, ya que los virus causan grandes pérdidas económicas.  La utilización
de antivirales para la obtener plantas libres de virus, se ha realizado desde hace
muchos años.  Sin embargo no se ha encontrado un producto que por si solo
cumpla con esta función.  Algunas sustancias químicas ocasionan una
disminución en la concentración de virus existente en la planta y atenúan, o
suprimen, los síntomas típicos de los virus, pero, una vez suspendido el
tratamiento se recupera la concentración original (Dawson 1984, Conci 2004).
Los antivirales reportados con actividad inhibitoria, son los utilizados contra
los virus de animales, entre los que estan: Guanidine, Cordycepin, Tubercidin,
Cycloleucine, 3-Deazauridine, 8-Azaguanine, 2-Thiouracil, Hypoxanthine
arabinoside, Amantadine HCl, 5-Azacytidine, 5-Bromouracil, 5-Hydroxyuracil,
DHAP, Uracil arabinoside, Benzimidazole-5,6-dichloro-1-_-D-ribofuranosyl, 2,3-
Diaminopyridine, 2-(_-Hydroxybenzyl)-benzimidazole, 5-Nitrouracil, Cyclocytidine,
Distamycin A, Rifampicin, Novobiocin, Ribavarin, Phosphonoacetic acid, Adenine
arabinoside, Pentostatin, BAMM Q, Acycloguanoside (Dawson 1984).
Se recomienda la combinación de los antivirales con el cultivo de
meristemos.  También han sido aplicados directamente a los meristemos in vitro.
En este caso, el antiviral es colocado en medio del cultivo en concentraciones
variables, que van desde 10 a 50 mg/l, y en algunos casos hasta 100 mg/l.  Las
plantas son mantenidas bajo la acción del antiviral por largos períodos que
incluyen varios subcultivos (Lim et al. 1993, Conci 2004).
Ribavirina
De acuerdo a la literatura los diferentes antivirales han sido evaluados
durante mucho tiempo, pero el más utilizado es la Ribavirina o Virazole® (1-_-D-
ribofurasosyl-1,2,4-triazole-3-carboxomide).
Un problema importante con el Virazole® es su fitotoxicidad, que a su vez
depende de la dosis empleada y de la especie de planta utilizada.  El éxito del
proceso en muchos casos requiere de varios meses de tratamiento y la fitotoxidad
del antiviral constituye una dificultad (Conci 2004).
La Ribavirina o Virazole® es un análogo purina que se parece a guanosina
en el cual tanto la base como el residuo azucarado de ribosa son necesarios para
la actividad antiviral.  Su espectro antiviral incluye tanto virus ADN como ARN.  El
mecanismo de acción de la ribavirina se establece mediante una disminución de la
concentración intracelular de guanosina fosfato GMP, lo cual actúa sobre el ARN
mensajero inhibiendo la cadena de elongación tanto del ARN como del ADN.  La
capacidad de las células para captar para ribavirina y formar metabolitos activos
son determinantes importantes de su actividad antiviral.  La fosforilación
intracelular a derivados mono, di, trifosfato está mediado por enzimas celulares del
huésped (Streeter et al. 1973; Dawson 1984; Sidwell et al. 1972 citado por Lim et
al. 1993; Lerch 1976, Kummer y Toussaint 1984, Witkowski et al. 1972 citados por
Toussaint et al. 1993).
Uso de la Ribavirina en la eliminación de virus
Desde 1976 se ha probado la actividad inhibitoria de la Ribavirina (RBV) en
tabaco (Nicotiana tabacum), en 1977 la inhibición de la biosíntesis en el virus X de
la papa (VXP) y la regeneración de plantas de tabaco provenientes de
protoplastos infectados con VXP.  En 1978 se evaluó el efecto en la multiplicación
del virus del mosaico del pepino (CMV) y el virus del jaspeado del clavel (CarMV)
y en 1984 la inhibición en la multiplicación del mosaico del tabaco (TMV) y el virus
del moteado clorótico del caupí (CCMV) (Schuster 1976, Lerch 1977, Shepard y
Kluge 1977 citados por Dawson 1984).
En 1982 se reportó la eliminación de los virus PVX, PVS, PVY y PVM de la
papa utilizando Ribavirina; y en 1985 eliminaron con éxito el virus de la mancha
clorótica de la hoja del manzano (ACLSV) (Cassels y Long 1982, Hansen y Lane
1985 citados por Lim et al. 1993).
De acuerdo a Toussaint et al. (1993), eliminaron el ORSV aplicando
Ribavirina en Cymbidium Sw. Lim et al. (1993) eliminaron los virus CymMV y
ORSV en Mokara Char Kuan ‘Pink’.
Porter y Kuehnle (1997) reportaron el uso de Dithiouracilo y Ribavirina para
la eliminación de CymMV, en el género Dendrobium.
O’Herlihy et al. (2003) determinaron la eficiencia de la Ribavirina en la
eliminación de ACLSV y el virus de los anillos necróticos de los Prunus (PNRSV)
en árboles frutales.
3.- MATERIALES Y MÉTODOS
3.1. Localización del estudio
Esta práctica se realizó en el Laboratorio de Biotecnología de Plantas
Tropicales, de la Escuela de Agronomía del Instituto Tecnológico de Costa Rica,
Sede San Carlos, Alajuela, Costa Rica.
3.2. Determinación de la presencia del virus del mosaico del Cymbidium
(CymMV).
El híbrido comercial de Cattleya utilizado en esta investigación es una
Brassolaeliocattleya (Blc. Blue Grotto ‘Blue Lustre’), tomada de un vivero comercial
de San Ramón de Alajuela, destinado a la venta de diversas especies de
orquídeas.  Se tomó una muestra que consistió en una hoja madura del híbridos
seleccionado, la cual fue enviada al laboratorio del Centro de Investigación en
Biología Celular y Molecular de la Universidad de Costa Rica (CIBCM-UCR),
donde le realizaron el análisis ELISA para determinar la presencia del virus del
mosaico del Cymbidium (CymMV).
Para tener un parámetro de comparación se envió al CIBCM-UCR,
muestras de Cattleya dowiana y Guarianthe skinneri in vitro provenientes del
Laboratorio de Biotecnología del ITCR de San Carlos.
Para el establecimiento in vitro se utilizó un brote joven de la planta (híbrido)
con una longitud aproximada de 8 cm, tomado de la base del pseudobulbo
(Figura 1).  El brote se retiró de la planta adulta con la ayuda de un bisturí
esterilizado con alcohol de 95 grados.
El explante (brote) fue lavado con jabón líquido, eliminando los restos del
jabón con abundante agua.  Con la ayuda de un bisturí se retiró, de abajo hacia
arriba, la primera y segunda hoja, para dejar expuesta las yemas laterales, antes
de la primera desinfección.
En la cámara de flujo laminar se realizó la primera desinfección utilizando
cloro comercial al 1% y tres gotas de Tween 20 (polyoxyethyleno) agitando
manualmente durante 10 minutos, pasado este tiempo se realizaron 3 lavados con
agua destilada y esterilizada.
Después de la primera desinfección, se extrajeron las dos yemas laterales
del explante, luego se continuó retirando las hojas restantes y exponiendo las
yemas, desinfectando por segunda vez con cloro comercial al 0.5% más tres gotas
de “Tween 20” agitando manualmente durante 10 minutos, pasado este tiempo se
realizaron 3 lavados con agua destilada y esterilizada.
Se utilizó PVP (Polyvinylpyrrolidona - Sigma) en una concentración de
300 mg/l esterilizado, para sumergir las yemas que se iban aislando en
contenedores individuales con el fin de evitar la oxidación, con ayuda de pinzas y
bisturí se realizó la disección de las yemas hasta obtener los ápices.
Figura 1. Brote joven de Blc. Blue Grotto ‘Blue Lustre’, infectado con el
mosaico del Cymbidium (CymMV) utilizado para el establecimiento in
vitro.  Instituto Tecnológico de Costa Rica, San Carlos, Alajuela.
Noviembre de 2006.
3.3. Medio de cultivo
3.3.1. Establecimiento in vitro de un híbrido comercial de Cattleya con
CymMV.
Las 5 yemas se sembraron en 5 frascos erlenmeyer de 125 ml, utilizando
10 ml de medio de cultivo de Murashige & Skoog (1962); suplementado con 100
mg/l de Mio-inositol, 300 mg/l de PVP, 20 g/l de sacarosa, un pH ajustado a 5.5, y
esterilizado en un autoclave a 121 °C a 1.5 kg/cm2 de presión, durante 20 minutos.
Se colocaron los erlenmeyer en un agitador orbital, con una agitación
constante a una velocidad de 120 rpm, las 24 horas del día, a una temperatura
entre los 27 ± 1 °C, con un fotoperíodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad y
una intensidad lumínica de 5500 lux (66.55 _mol/m2·s), durante 10 días.
Se realizaron 5 subcultivos cada dos días, utilizando el mismo medio de
cultivo líquido de introducción.  Posteriormente se realizaron subcultivos cada 8
días utilizando el medio de cultivo de introducción en estado semisólido por un
periodo de un mes a una temperatura entre los 27 ± 1 °C, con un fotoperíodo de
16 horas luz y 8 horas de oscuridad y una intensidad lumínica de 1560 lux
(26.21 _mol/m2·s).  Pasado este tiempo se realizaron los subcultivos cada 30 días,
utilizando el medio líquido de introducción, sin adicionarle el PVP.  Por último, para
obtener el suficiente material se modificó el medio de cultivo líquido de
introducción, adicionándose 0.5 mg/l de 2,4-D (ácido 2,4 Diclorofenoxiacético), en
este periodo se realizaron 3 subcultivos cada 20 días.
3.3.2. Efecto de la Ribavirina en la limpieza viral de protocormos de un
híbrido de Cattleya comercial positivo al virus CymMV.
Para la eliminación del virus del mosaico del Cymbidium (CymMV), se
modificó el medio de cultivo líquido, para agregar luego tres concentraciones de
Ribavirina (Cuadro 1).  En la cámara de Flujo Laminar se preparó la Ribavirina,
esta solución se filtró (0.22 _m) para esterilizarla.  Se agregó a cada frasco 5 ml de
medio de cultivo, las sales y vitaminas Murashige y Skoog (1962), se
suplementaron con 100 mg/L de Mio-inositol, 20 g/l de sacarosa, 0.5 mg/l de 2,4-D
y se ajustó el pH a 5.5, se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos.
Se colocaron 5 explantes formados por protocormos (PLBs) en cada frasco,
se hicieron 5 repeticiones, por cada tratamiento.  Los tratamientos se colocaron en
el agitador orbital, en agitación constante de 120 rpm, las 24 horas del día, a una
temperatura entre los 27 ± 1 °C, con un fotoperíodo de 16 horas luz y 8 horas de
oscuridad y una intensidad lumínica de 5500 lux (66.55 _mol/m2·s).  Se realizaron
subcultivos cada 14 días, a partir del día 56.
Cuadro 1. Concentración de Ribavirina a utilizar para la eliminación del virus del
mosaico del Cymbidium (CymMV).  ITCR, San Carlos, Alajuela.
Noviembre de 2006.
Tratamiento Concentración Ribavirina (mg/l)
1 30
2 35
3 40
3.3.3. Determinar la eliminación del virus del mosaico del Cymbidium
(CymMV) mediante el proceso de RT-PCR en un híbrido de Cattleya.
Se tomaron 15 protocormos (PLBs) en total provenientes de los
tratamientos, cinco PLBs del tratamiento que contenía 30, 35 y 40 mg/l de
Ribavirina, estando en contacto con el antiviral por 62 días.  Cada protocormo se
aisló, y se separó del tejido necrótico al que estaba unido, procurando que se
desprendiera y evitando separarlos con ayuda de bisturí, después de la
separación cada PLB se dividió en dos partes iguales, una sección se colocó en
tubos de cultivo para que este continúe su crecimiento y la otra se colocaron en
microtubos que contenían alcohol de 95 grados para su análisis.
Las 15 muestras que estaban en los microtubos fueron llevadas al
Laboratorio de Biología Molecular del Instituto Tecnológico de Costa Rica, Sede
San Carlos, donde le realizaron las pruebas de RT/PCR según Seoh et al. (1998)
y determinar la presencia o no del virus del mosaico del Cymbidium (CymMV).
4.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN
4.1. Determinación de la presencia del virus del mosaico del Cymbidium
(CymMV).
La prueba de ELISA realizada en los laboratorios del Centro de
Investigación en Biología Celular y Molecular de la Universidad de Costa Rica
(CIBCM-UCR), confirmaron la presencia del CymMV en las muestras enviadas a
analizar (Apéndice A).  Además se descartó la presencia del virus CymMV, en un
lote de plantas in vitro (Apéndice B) analizadas para mantener como patrón.
4.2. Establecimiento in vitro de un híbrido comercial de Cattleya con CymMV.
Se obtuvieron cuatro yemas axilares y una apical.  A los dos días de la
siembra se eliminó una yema axilar por contaminación de hongo alrededor de
explante.
En la Figura 2, se pueden observar los explantes a los 16 y 27 días de edad
después de la introducción (establecimiento in vitro), presentan una coloración
verde, signo de que se encuentran en buen estado, se nota alrededor de ellos una
leve oxidación.
En la Figura 3 se observa la formación de protocormos (PLBs) a los 100
días después de la siembra a partir de una yema apical, mientras que de una
yema lateral se dió la formación de brotes.  En la Figura 4 se nota el desarrollo de
brotes a partir de PLBs a los 238 días después de la siembra.
Figura 2. Yemas laterales A, B y C a los 16 días; D, E y F a los 27 días
después de la siembra de Blc.  Blue Grotto ‘Blue Lustre’ (las flechas
rojas indican donde se encuentran ubicadas), infectados con el virus
del mosaico del Cymbidium (CymMV) establecidos in vitro.  Instituto
Tecnológico de Costa Rica, San Carlos, Alajuela.  Noviembre de
2006.
Figura 3. Formación de protocormos (PLB) a 100 días (A), formación de brotes
(Br) laterales a los 100 días después del establecimiento in vitro (B),
de una Blc. Blue Grotto ‘Blue Lustre’, infectados con el virus del
mosaico del Cymbidium (CymMV).  Instituto Tecnológico de Costa
Rica, San Carlos, Alajuela.  Noviembre de 2006.
Figura 4. Regeneración de brotes a 238 días después del establecimiento in
vitro a partir de PLBs, de Blc. Blue Grotto ‘Blue Lustre’, infectados
con el virus del mosaico del Cymbidium (CymMV).  Instituto
Tecnológico de Costa Rica, San Carlos, Alajuela.  Noviembre de
2006.
4.3. Efecto de la Ribavirina en la limpieza viral de protocormos de un
híbrido de Cattleya comercial positivo al virus CymMV.
Durante los primeros 8 días de estar en contacto con la Ribavirina, no se
presentó contaminación por hongos, bacterias, levaduras ni la presencia de
oxidación, pero si hubo necrosis en todos los tejidos y tratamientos a través de los
62 días que duró el ensayo.  La necrosis fue principal razón por la cual disminuyó
la sobrevivencia de los explantes (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de sobrevivencia de los PLBs de Blc. Grotto ‘Blue Lustre’,
a tres diferentes dosis de Ribavirina (RBV).  Instituto Tecnológico de
Costa Rica, San Carlos, Alajuela.  Noviembre de 2006.
En la Figura 6, se muestra el tipo de explante que se utilizó para el ensayo,
estos fueron seleccionados, por su coloración verde, y que no sobrepasara los
5 mm de longitud, además que mostraran secciones donde se esperaba que
brotaran los protocormos jóvenes.
Figura 6. Protocormo de necrosis de los explantes de Blc. Grotto ‘Blue Lustre’,
a tres diferentes dosis de Ribavirina (RBV).  Plantas desarrolladas a
partir de PLBs.  Instituto Tecnológico de Costa Rica, San Carlos,
Alajuela.  Noviembre de 2006.
En la figura 7, se puede observar los explantes expuestos a Ribavirina
(RBV), donde se nota la necrosis del tejido más viejo y la formación de nuevos
PLBs, que son los que se van aislando en cada subcultivo
La Figura 8, muestra el explante parcialmente necrótico a los 62 días
tiempo que duró el ensayo, en este sobresale un PLB verde entre el tejido
necrótico, estos fueron aislados para la prueba de RT/PCR.
Figura 7. Explantes de Blc. Blue Grotto ‘Blue Lustre’, infectados con el virus del
mosaico del Cymbidium (CymMV), a los 43 días de estar expuesto a
40 mg/l de Ribavirina.  Instituto Tecnológico de Costa Rica, San
Carlos, Alajuela.  Noviembre de 2006.
Figura 8. Explante expuestos a RBV, parcialmente necrosados y un PLB que
sobrevive, de Blc. Blue Grotto ‘Blue Lustre’, a los 62 días.  Instituto
Tecnológico de Costa Rica, San Carlos, Alajuela.  Noviembre de
2006.
4.4. Determinar la eliminación del virus del mosaico del Cymbidium
(CymMV) mediante el proceso de RT-PCR en un híbrido de Cattleya.
Se realizaron dos pruebas de Electroforesis de ADNc viral en geles al 1.7%
de Agarosa, utilizando el proceso de Retrotranscripción y amplificación del ADN
copia, mediante la reacción en cadena de la polimerasa RT-PCR, para la
detección del virus del mosaico del Cymbidium (CymMV).
En la Figura 9, se puede observar que en el tratamiento con 40 mg/l de
Ribavirina (RBV), no se observa la banda indicadora de la presencia del CymMV
en tres columnas (R1, R2, y R4).  En dos muestras si se observa la presencia del
virus (R3 y R5).  Los tratamientos con 30 y 35 mg/l de RBV si presentan la banda
del virus.  Esta técnica permite observar las dos bandas, la del CymMV y la del
virus del anillado del Odontoglossum (ORSV), en las dos pruebas.  En los carriles
de control, el control positivo a CymMV (Control (+) Blc) se observó claramente la
infección a CymMV y ORSV; en el control negativo a CymMV (Control (-) Gs), no
se observó ninguna banda de CymMV ni ORSV, para el control negativo de PCR,
no se observa ninguna banda de contaminación.  En el primer gel se agregó un
carril más control positivo solo a CymMV (Control (+) Cym).  El primer carril se
colocó el marcador Gen Ruler™ (GR/M), para medir los pares de base (pb), entre
100 y 3000 pb de las bandas (Apéndice C).
Figura 9. Electroforesis 1 y 2 de ADNc viral en geles al 1.7%, utilizando el
proceso de Retrotranscripción y amplificación del ADN copia
mediante PCR (RT-PCR), en la detección del virus del mosaico del
Cymbidium (CymMV).  Instituto Tecnológico de Costa Rica.  San
Carlos, Alajuela.  Noviembre de 2006.
4.5. Determinación de la presencia del virus del mosaico del Cymbidium
(CymMV).
En el Centro de Investigación en Biología Celular y Molecular de la
Universidad de Costa Rica (CIBCM-UCR) se realizó la detección del virus del
mosaico del Cymbidium (CymMV) mediante la prueba de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay).  El híbrido de Cattleya (Blc. Blue Grotto ‘Blue Lustre’)
resulto positivo al virus del CymMV, y las plantas de Guarianthe skinneri resultaron
negativas mediante esta técnica.  La muestra del híbrido de Cattleya, fue obtenida
de una planta adulta proveniente de un híbrido comercial el cual se dedica al
desarrollo y comercialización de las mismas.  La importación de este tipo de
plantas se realiza en forma in vitro, para garantizar que venga libres de patógenos,
contaminándose al estar en contacto con el agua de riego, poda o el contacto
entre ellas.  Las plantas de Guarianthe in vitro que se evaluaron se tomaron de el
Laboratorio de Biotecnología del Instituto Tecnológico de Costa Rica de la Sede
San Carlos.
Se utilizó la técnica de ELISA para la detección del virus del CymMV,
debido a que la literatura la recomienda por ser un método preciso, simple y de
bajo costo de acuerdo a Clark y Adams 1977 citados por Hu et al. (1993), Lim et
al. (1993), Eun y Wong (2000) y Webster et al. (2004).
4.6. Establecimiento in vitro de un híbrido comercial de Cattleya con CymMV
La desinfección utilizada en el establecimiento in vitro de la Blc. Blue Grotto
‘Blue Lustre’, se realizó de acuerdo a Gutiérrez y Chen-Han (1994), logrando un
100% de sobrevivencia en el establecimiento.
El medio de cultivo de establecimiento que se utilizó fue un medio del
cultivo MS (1962); suplementado con 100 mg/l de Mio-inositol, 300 mg/L de PVP,
20.0 g/l de sacarosa, un pH ajustado a 5.5, variando con respecto a la literatura,
Lim et al. (1993) recomienda el uso del medio de cultivo de Vacin y Went semi-
sólido (VW) suplementado con 150 ml/l de agua de coco, más 0.1 mg/l de ANA
(VW1) y un pH 5.2.  Sin embargo, dicha modificación no afectó el desarrollo de los
explantes en el establecimiento in vitro, los explantes se observaron con una
buena coloración, se desarrollaron protocormos y brotes laterales.
Los explantes que se aislaron tenían una longitud promedio de 5 mm, en el
establecimiento las pérdidas de los explantes fue de un 20% por contaminación de
hongo.  No hubo pérdidas por clorosis o necrosis del tejido.  Según Ishii (1974),
Kartha y Gamborg (1975), Dale (1975), Stone (1982), Stein et al. (1991) citados
por Lim et al. (1993), se obtiene mayor sobrevivencia de los explantes en el
establecimiento in vitro cuando se utilizan explantes de 5 mm, que cuando se
utilizan a un menor tamaño, donde se presentan más pérdidas.
De los explantes establecidos in vitro, solo uno formó protocormos (PLBs) a
las 16 semanas.  No se realizó ninguna prueba para determinar si los PLBs
obtenidos estaban limpios del CymMV.  De acuerdo a Lim et al. (1993), era muy
posible que estuvieran contaminados ya que los PLBs obtenidos de explantes
mayores a 5 mm, aún contienen el virus del CymMV y ORSV.  Estos autores
recomiendan aislar explantes menores de 5 mm en el establecimiento para
aumentar la efectiva limpieza viral mediante cultivo de meristemos.
El cultivo de meristemos no fue suficiente para obtener PLBs libres de virus,
en estos se mantuvieron las partículas virales en las células del meristemos,
disminuyendo la posibilidad de obtener explantes sanos (Toussaint et al. 1993).
4.7. Efecto de la Ribavirina en la limpieza viral de protocormos de un híbrido
de Cattleya comercial positivo al virus CymMV.
Las concentraciones utilizadas fueron seleccionadas según la literatura
consultada, ya que se obtuvieron PLBs libres de virus al CymMV y ORSV en
concentraciones de 10 y 20 mg/l de Ribavirina (RBV) en Mokara (Lim et al. 1993),
y una concentración de 35 mg/l de RBV en Cymbidium para la eliminación de
ORSV (Toussaint et al. 1993).  Las concentraciones utilizadas fueron de 30, 35 y
40 mg/l de RBV, en este documento.
De los resultados obtenidos mediante la técnica de RT-PCR, los explantes
contenían el virus del CymMV y el ORSV y al multiplicar los PLBs la infección se
mantuvo hasta que fueron expuestos a la 40 mg/l de Ribavirina donde disminuyó
la concentración de CymMV (Lim et al. 1993).
Durante la segunda semana de evaluación se observó necrosis alrededor
del explante, hasta la semana 4 se evidenció la necrosis en los tratamientos de 30,
35 y 40 mg/l del antiviral, con una reducción en sobrevivencia el 80%, para los dos
primeros tratamientos y un 60% en el tercero.  En cada subcultivo se eliminaba el
tejido necrótico de los explates y se volvía a sembrar en el medio de cultivo fresco.
Después de tercer subcultivo (8 semanas) los tratamientos con 30 y 35 mg/l
mantuvieron un 60% de sobrevivencia.  Dichos tratamientos presentaban tejido
necrótico; pero más tejido verde, en comparación con el tratamiento de 40 mg/l
(20% de sobrevivencia).
El efecto de necrosis se atribuye a que la Ribavirina tienen efecto citotóxico
afectando la división celular utilizada por largos periodos (Apéndice D), este efecto
se manifestó aun más por el aumento de las concentraciones utilizadas, el origen
y tipo de células utilizadas (Toussaint et al. 1993).
4.8. Determinar la eliminación del virus del mosaico del Cymbidium
(CymMV) mediante el proceso de RT-PCR en un híbrido de Cattleya.
La técnica de Retrotranscripción y PCR (RT-PCR), permitió confirmar la
presencia del virus del mosaico del Cymbidium (CymMV), en los tratamientos uno
y dos, en los cuales se observó la presencia del virus, este método ha sido
utilizado para la detección del virus del mosaico del Cymbidium (CymMV) y el
anillado del Odontoglossum (ORSV), aunque sean de diferente grupo taxonómico
(Seoh et al. 1998).
El análisis por RT-PCR, confirmó la presencia del ORSV, demostrando la
doble infección viral que se produce entre el CymMV y el ORSV, reportado en la
literatura (Zettler et al. 1990, Hsu et al. 1992, Hu et al. 1993, Toussaint et al. 1993;
Lawson y Brannigan 1986, Pearson y Cole 1986 citados por Lim et al. 1993; Hu et
al. 1994; Brunt et al. 1996; Tanaka et al. 1997; Rivera 1998; Moreira et al. 1999;
Lawson 1995, citado por Chacón 2002; Labrín et al. 2005).  Los síntomas de esta
doble infección y las plantas asintomáticas no permiten hacer un diagnóstico
diferencial a simple vista (Velasco et al. 1986, Seoh et al. 1998, Toussaint et al.
1993, Barry et al. 1996, Eun y Wong 2000).
El uso de detección de virus del CymMV utilizado frecuentemente es el
análisis de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay) (Lim et al. 1993, Barry et
al. 1996, Toussaint et al. 1993, Ryu y Park 1995 citado por Seoh et al. 1998); sin
embargo, para realizarlo es muy laborioso, menos sensible y requiere mayor
tiempo de reacción por los anticuerpos.  Además, con la técnica de ELISA no se
pueden detectar dos virus simultáneamente.  La técnica de PCR, es un método
más sensible, de rápida detección, y además, reduce los costos de indexación
rutinario de estos dos virus, que son los más frecuentes en el la producción de las
orquídeas (Seoh et al. 1998).
Los resultados muestran que las banda del CymMV se encuentra entre los
500 y 600 pares de base (bp) y las bandas del ORSV entre los 200 y 300 bp, lo
que se puede confirmar con los reportados por Seoh et al. (1998) que indican que
los virus pueden ser observados a 534 y 290 pb respectivamente.
La Ribavirina es un virustático, lo que significa que bloquea la replicación
viral dependiendo de la concentración del virus en la planta, el género de la planta,
el tipo de tejido y el virus que lo infecta; sin embargo, la eficiencia del antiviral
depende del desarrollo de tejido (Toussaint et al. 1993).
Los factores que favorecieron la reducción del virus en el tratamiento con 40
mg/ de RBV, de acuerdo a Toussaint et al. (1993), se debe a la sensibilidad del
tejido a la Ribavirina, la difusión y penetración del antiviral al utilizar medio líquido,
al subcultivar y mantener los PLBs en contacto con la misma concentración de la
Ribavirina, disminuyendo la concentración del virus por dilución, resultado de la
actividad mitótica.  Esto permitió la disminución de la concentración del virus; y al
estar subcultivando se elimina la parte necrótica dejando solo los PLBs con
coloración verde o viables; por lo que el control de estos dos virus puede ser difícil
(Barry et al. 1996).  Los factores que pueden afectar la disminución de la
concentración del CymMV en los PLBs subcultivados, pudieron ser el tamaño del
explante utilizado, y la velocidad de crecimiento de los brotes desarrollados.  Se
debe mencionar que la eficiencia de la Ribavirina se realizó en géneros diferentes,
al híbrido de Cattleya y el desarrollo de PLBs es más lento que en otros géneros
(Pierik 1990, Kuan y González 1993).
Los resultados muestran que las repeticiones 1, 2 y 4 de la concentración
de 40 mg/l, después de 8 semanas en contacto con la RBV, resultaron negativas a
CymMV pero no eliminó el ORSV, lo que no concuerda con Lim et al. (1993) que
reportan una eliminación del CymMV y el ORSV con 10 y 20 mg/l después de un
mes de haber sido expuesto los PLBs en RBV, la prueba la hicieron mediante
ELISA para cada virus.  Tampoco se concuerda con Toussaint et al. (1993), que
concluyen que después de 4 semanas lograron eliminar el ORSV con una
concentración de 35 mg/l de Ribavirina, confirmándolo con una prueba de ELISA.
Respecto a las repeticiones 3 y 5 del tratamiento 3, los cuales resultaron
positivas al CymMV, esto posiblemente se debió al tamaño de los PLBs utilizado
en el análisis de RT-PCR.  De acuerdo a Lim et al. (1993), si los explantes eran
mayores a 5 mm la presencia del virus, podría mantenerse.  En el momento de la
selección de los PLBs no fue posible seleccionar solo los menores a 5 mm debido,
a la necrosis que presentaban los explantes de donde fueron extraídos.
La presencia del CymMV en estos explantes se puede relacionar con la
velocidad de crecimiento de los PLBs superiores a 5 mm; la cual no fue suficiente
para que el virus no se multiplicara en ellos.  La velocidad de replicación que
tienen los virus en los tejidos y su transporte, mediante tejido vascular o por
contacto célula a célula, les permite invadir con gran rapidez los tejidos de gran
tamaño; no así a las estructuras de crecimiento de dimensiones pequeñas
(Carrington et al. 1996, Agrios 1998, Ajjikuttira et al. 2005).
5.- CONCLUSIONES
Bajo las condiciones en que se realizó este ensayo se concluye que:
La prueba de ELISA dio positivo para la detección de CymMV en un híbrido
comercial de Cattleya.
El establecimiento in vitro del híbrido comercial de Cattleya, infectado con
CymMV se logró exitosamente mediante la introducción de yemas.
Las concentraciones de Ribavirina afectaron a los tejidos de todos los
tratamientos, presentándose una necrosis del tejido más viejo, sin embargo solo la
dosis de 40 mg/l dió negativa a la presencia del CymMV.
La prueba de RT/PCR determinó la presencia conjunta de los virus del
CymMV y la del ORSV.
El 75 % de los explantes tratados con 40 mg/l de Ribavirina resultó negativa
para CymMV mediante la detección de RT-PCR.
6.- RECOMENDACIONES
Al disponer de poca información para la limpieza del virus del mosaico del
Cymbidium (CymMV) en protocormos de orquídeas, se sugiere que se tome en
cuenta las siguientes recomendaciones:
1. Repetir el ensayo utilizando las concentraciones de 35, 40 y 45 mg/l de
Ribavirina.
2. Aumentar el tiempo de exposición a la Ribavirina en las concentraciones 30,
35, 40 y 45 mg/l.
3. Utilizar esta metodología de limpieza de virus del CymMV en PLBs o
protocormos de otros géneros de orquídeas.
4. Someter los protocormos a Termoterapia en conjunto con 30, 35, 40 mg/l de
Ribavirina.
5. Utilizar diferentes concentraciones de Dithiouracilo.
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8. APENDICE
APENDICE A
Certificado de la presencia del virus del mosaico en Cymbidium (CymMV), en híbridos de interés
comercial, recibido del Centro de Investigación en Biología Celular y Molecular de la Universidad
de Costa Rica (CIBCM-UCR).
APENDICE B
Certificado de la ausencia del virus del mosaico en Cymbidium (CymMV), en Cattleya dowiana y
Guarianthe skinneri, recibido del Centro de Investigación en Biología Celular y Molecular de la
Universidad de Costa Rica (CIBCM-UCR).
APENDICE C
Marcador utilizado en la prueba de Electroforesis (Gener Ruler™).
APENDICE D
Datos de seguridad de Ribavirina (Sigma).
